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1. 4 キトサンの生体材料への利用とキトサンファイバー 
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第二章 キトサン－GPTMS 複合ファイバーの機械的特性と In vitro 細胞試験 








キトサンに対してモル比で 0.5〜1.0 の割合で GPTMS を含む複合体膜上で骨芽細胞様細胞
の接着や増殖が促進され，分化因子であるデキサメサゾンを含まない培地中においてヒト
骨髄由来の骨芽細胞の増殖および石灰化が確認された[4]。さらに，キトサンに対してモル
比で 0.5 の割合で GPTMS を含む多孔質体をビーグル犬の頭蓋骨に埋入した結果，線維芽細
胞の増殖と細胞外基質の産生，血管の形成と骨芽細胞による類骨の分泌と石灰化が順に起
こることが明らかになった[5]。 
29Si，13C，15N の固体 NMR や FT-IR などの結果から，キトサン－GPTMS 複合体の化学構
造が報告されている[3，4，6，7]。一般に，GPTMS のエポキシ基は求核剤から求核攻撃を受
















2. 2 実験 
2. 2. 1 キトサン－GPTMS 複合ファイバーの作製 
キトサン（高分子量キトサン，脱アセチル化度>75%，分子量>310,000，Sigma-Aldrich®，
St. Louis，MO，米国)を 20 mL，0.2 M の酢酸水溶液に加え，自転・公転ミキサー（ARE-310，
THINKY，東京，日本）を用いて 2000 rpm で混合 5 分間，2000 rpm で脱泡 3 分間を 3 セッ
ト行った後 2000 rpm で混合 5 分間を行い溶解した。GPTMS/キトサンユニット＝0，0.1，0.3，
0.5（モル比)となるように GPTMS（Alfa Aesar，Lancashire，英国)を 10 mL の 0.2 M 酢酸水
溶液に滴下し，室温で 10 分間撹拌し GPTMS の加水分解を行った。20 mL のキトサン溶液
に得られた GPTMS 溶液を 10 mL 加え，3.5%(w/v)キトサン－GPTMS 溶液を得た。溶液の混
合はキトサン溶液の溶解と同条件で自転・公転ミキサーを用いた。得られたキトサン－
GPTMS 溶液のうち GPTMS/キトサンユニット＝0.1 については 60ºC の恒温槽内で 3，6，12，
18 時間熟成させた。 
得られたキトサン－GPTMS 溶液を先端内径 0.5 mm のシリンジから凝固液（飽和塩化カ
ルシウム水溶液/エタノール＝1/1 (vol)）に押し出しファイバー状に凝固させた。その後，エ
タノールに 5 分間，0.2 M 水酸化ナトリウム水溶液に 30 分間浸漬した。得られたファイバ
ーを純水で洗浄し 15 分間純水中に浸漬した。この操作を 4 回繰り返した。洗浄後のファイ
バーをエタノールに 30 秒間浸漬し，回転速度 30 rpm のローラーから 45 rpm のローラーで
巻き取り延伸した。これをデシケータ内で室温にて乾燥させた。GPTMS 添加量，熟成時間
と試料名を Table 1，2 に示した。 
 
2. 2. 2 キトサン－GPTMS 複合ファイバーの構造の評価 
X 線回折装置（MXP3V，Mac Science，Co.，横浜，日本）を用いてファイバーの結晶相の









円柱型試料菅（直径 3.2 mm）に充填し，Agilent HXY T3-MAS プローブを使用して，マジッ
ク角回転速度を 15 kHz に制御した。外部磁場 11.7 Tesla で動作する Agilent DD2 500 MHz 
NMR 分光計（Agilent Technologies Inc.，Santa Clara，CA，米国）を用いて 1H→13C CP-MAS 
NMR および 1H→29Si CP-MAS NMR の測定を行った。 
1H→13C CP-MAS NMR は，1H についてはパルス長（π/2 パルス角）2.8 μsec，接触時間 500 
μsec，待ち時間 10 sec で，1H および 13C についてそれぞれ 499.8 および 125.7 MHz の共鳴周
波数で行った。ケミカルシフトは，外部標準としてアダマンタン（C10H16）を用い 38.52 ppm 
に合わせることでテトラメチルシラン（TMS）基準とした。Ch，ChG01，ChG01_6h，ChG01_12h
のシグナルはそれぞれ 1700，5000，1200，1200，1200 パルス積算した。1H→29Si CP-MAS 
NMR は，1H についてはパルス長（π/2 パルス角）3.6 μsec，接触時間 5 msec，待ち時間 5 sec
で，1H および 29Si についてそれぞれ 499.8 および 99.28 MHz の共鳴周波数で行った。ケミ
カルシフトは，外部標準としてポリジメチルシラン（PDMS）を用い-34.44 ppm に合わせる
ことで TMS 基準とし，ChG01，ChG01_6h，ChG01_12h のシグナルは 191100，122400，70800，
61300 パルス積算した。得られた化学シフトのピーク面積（ATn）から，ケイ素周囲の Si-O-






0 × 𝐴𝐴𝑇𝑇0 + 1 × 𝐴𝐴𝑇𝑇1 + 2 × 𝐴𝐴𝑇𝑇2 + 3 × 𝐴𝐴𝑇𝑇3







𝑇𝑇ℎ𝑒𝑒 𝑝𝑝𝑒𝑒𝑝𝑝𝑝𝑝𝑒𝑒𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑒𝑒 𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑇𝑇𝑛𝑛 𝑠𝑠𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑒𝑒 =
𝐴𝐴𝑇𝑇𝑛𝑛




ノ基の割合を算出した。粉砕した試料 20 mg に，3 mL の緩衝液，1 mL のニンヒドリン試薬
を加えた後，80ºC のウォーターバスを用いて 40 分間 100 rpm で振とうした。室温で 30 分
間放冷した後，吸収波長 570 nm で溶液の吸光度を微量分光光度計（DS-11+，Denovix，
Washington DC，米国）で測定した。得られた吸光度から式(3)を用いてフリーなアミノ基の




𝐴𝐴𝐴𝐴𝑆𝑆𝑝𝑝𝑜𝑜 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑜𝑜𝑔𝑔𝑝𝑝 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑆𝑆𝑜𝑜/% =
𝐴𝐴𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 𝑊𝑊𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆⁄






いて試料の偏光子に対する角度を 0º と 45º にして観察し，得られた画像をグレースケール
にした後，Brightness を+40%に設定した。また，0º に配置したファイバーの画像における複
屈折を占める領域の面積と輝度を Image J（National Institute of Health，Bethesda，MD，米国）
を用いて測定し，配向の乱れを算出した（式(4)）。ただし An は第 n 番目の複屈折を示す領
域の面積，Lnは第 n 番目の複屈折を示す領域の平均の輝度を示す。 








試料表面に厚さ約 20 nm の Pt/Pd コーティング（MSP-1S Magnetron 101 Sputter，真空デバ
イス，水戸，日本）を施した。表面試料の表面形態を走査電子顕微鏡（JSM-6010 PLUS/LA，
日本電子，東京，日本）を用いて加速電圧 10 kV で観察した。 
 
2. 2. 3 機械的特性の評価 
ファイバーを 3 cm 程度に切断し，ファイバー中心が 1 cm 露出するように両端をポスト
イット（5001POP-Y，3M Japan，東京，日本）とアロンアルファ（#04613，コニシ，東京，
日本）を用いて固定した（Fig. 2）。試験片の荷重，伸び率はクリープメータ（RE2-3305C，
山電，Ltd.，東京，日本）を用いて引張り速度 0.5 mm/sec で測定した。また，試験片をリン
酸緩衝液（PBS，pH 7.4，37ºC）に１時間浸漬し，膨潤後の機械的特性も同様に評価した。 
 
2. 2. 4 In vitro 細胞培養試験 
シリコーンシート（高研，東京，日本）を直径 14 mm の円状に切り出し，長さ 5 mm の互
いに平行な 2 本の切込みを 5 mm の間隔で作製した。この 2 本の切込みに 10 本のファイバ
ーを挿入し，細胞培養用の試料とした（Fig. 3）。これらのファイバーを 24 ウェルプレート
に配置し，エチレンオキサイドガス滅菌（カポックス濃度 20%，温度 45ºC，湿度 50%，3 時
間，ステリテック，埼玉，日本）を行った。 
ダルベッコ改変培地（D-MEM，Gibco，Waltham，MA，英国）を超純水（Invitrogen，Waltham，
MA，英国）に溶解させ，炭酸水素ナトリウムで pH を調整した。これに培地中の濃度が 10%
ウシ胎児血清（FBS，Gibco，Waltham，MA，英国），50 μg/mL アスコルビン酸，1%MEM 非
必須アミノ酸溶液（Gibco，Waltham，MA，米国），2 mM L-グルタミン（Gibco，Waltham，
MA，米国），100 U/mL ペニシリン－ストレプトマイシン（Gibco，Waltham，MA，米国）お
よび 2.5 μg/mL ファンジゾン(Gibco，Waltham，MA，米国)となる様に培地を調製した。ヒト




2.5×104 cells/mL 細胞懸濁液を試料の入った 24 ウェルプレートに 1 mL ずつ加え，37ºC，
5% CO2 雰囲気下で静置した。培養 1，3，5，7 日後に XTT proliferation kit (II) （Sigma-Aldrich®，
St. Louis，MO，米国）を用いて細胞増殖を評価した。ウェルから培地を取り除き，PBS で 2
回洗浄した。pH 調整のみ行ったダルベッコ改変培地を 0.5 mL 加え，XTT 標識試薬と電子
カップリング試薬を体積比 50：1 で混合した溶液を 0.25 mL 滴下し 37ºC，5% CO2 雰囲気下
で 4 時間静置した。その後，各ウェルから培地を 100 μL ずつ 96 ウェルに移し，多機能型プ
レートリーダ（Varioskan Flash 5250040，Thermo Fisher Scientific.，Waltham，MA，米国）を







2. 3 結果 
Fig. 4 にファイバーの X 線回折パターンを示した。X 線回折パターンから 2θ＝20，10º 付
近にそれぞれキトサンとキチンに帰属されるピークが認められた。また，ChG05 でキトサ
ンに帰属されるピークがブロードになった。Fig. 5 にファイバーの FT-IR スペクトルを示し
た。全てのファイバーで GPTMS 中の化学結合に帰属されるピークは認められなかった。Fig. 
6 に Ch と ChG01，ChG05 の 13C CP-MAS NMR スペクトルを示した。全てのファイバーで
キトサンまたはキチンに帰属されるシグナルを確認し，Ch と ChG01，ChG05 のスペクトル
に違いは認められなかった。キトサンに Fig. 7 に ChG01 と ChG05 の 29Si CP-MAS NMR ス
ペクトルを示した。ChG01 では T0 に帰属されるピークが，ChG05 では，T0 と T1 に帰属さ
れるピークが検出された。T0 は GPTMS のケイ素周囲の結合のうち Si-OH の結合が 3 つと
いう状態であり，T1 はケイ素周囲の結合のうちの一つが Si-O-Si である状態を指している。
ピーク面積から算出した ChG05 中存在割合はそれぞれ T0 が 69%，T1 が 31%であった。ま
た，ChG05 の Nbo/Si は 0.31 であった。 
Fig. 8 にニンヒドリンテストの結果から算出した GPTMS の添加量が異なるファイバー中
のフリーなアミノ基の割合を示した。ファイバー中のフリーなアミノ基は GPTMS の添加量
の増加に伴って減少し，ChG05 では半分程度まで減少した。GPTMS の添加量が異なるキト
サンファイバーについて引張り試験を実施した結果を Fig. 9〜11 に示した。Fig. 9 の引張り
強さ－歪み曲線から GPTMS の含有量が増加すると弾性領域から組成領域に変化する点で
の引張り強さが大きくなることが分かった。Fig. 10 より試料の伸び率は ChG01 で最大とな
りその後 GPTMS の添加量の増加に伴い減少することが分かった。Fig. 11 より引張り強さ
GPTMS の添加と添加量の増加に依存せずほぼ一定であることが分かった。 






Fig. 13 に熟成時間が異なる ChG01 ファイバーの FT-IR スペクトルを示した。キトサンに
由来のピークは熟成時間に関わらず全ての試料で検出された。ChG01_3h，ChG01_6h，
ChG01_12h，ChG01_18h のスペクトルには 800，1020，1110，1255 cm-1 付近にそれぞれ Si-
OH 伸縮振動，Si-O-Si 伸縮振動，C-O-C（グリコシド結合）伸縮振動，Si-C 伸縮振動に帰属
されるピークが検出された。 
Fig. 14 に Ch と ChG01，ChG01_6h，ChG01_12h の 13C CP-MAS NMR スペクトルを示し
た。全てのファイバーでキトサンまたはキチンに帰属されるシグナルを確認し，Ch と ChG01，
ChG01_6h，ChG01_12 のスペクトルに違いは認められなかった。 
29Si CP-MAS NMR スペクトル（Fig. 15）より，ChG01_6h，ChG01_12h のスペクトルに T0，
T1，T2 に帰属されるシグナルが検出された。ピーク面積から算出した T0，T1，T2 割合は
ChG01_6h で 34，44，22%，ChG01_12h では 24，45，32%であった。また，ChG01_6h と
ChG01_12h における Nbo/Si はそれぞれ 0.9，1.1 であった。ニンヒドリンテストによって算
出した熟成時間が異なるファイバーのフリーなアミノ基の割合を Fig. 16 に示した。キトサ
ン中のフリーなアミノ基の割合は熟成時間の増加に伴い減少し，ChG01_6h で 7.3 に達し，
その後ほぼ一定であった。 
Fig. 17 に SEM による熟成時間の異なるファイバー表面の観察画像を示した。熟成時間の
増加に伴いファイバーの表面形態が Fig. 17 (a)，(b)，(c)の様な滑らかな表面から Fig. 17 (d)，
(e)，(f)の様な凹凸のある表面形態に変化していることが分かった。 
Fig. 18 にクロスニコル下でのファイバーの観察結果を示した。Fig. 18(A-b)および(B-b)よ
り，ChG01_6h よりも ChG01_12h の複屈折が強くなっていることが分かった。さらに，Fig. 
18(B-b)で複屈折を示す領域はファイバー全体に連続的に広がっていることが分かった。つ
まり，熟成時間 12 時間でキトサン分子の配向が一様に乱れていることが分かった。Fig. 19





Fig. 21 よりファイバーの最大歪み率は熟成時間の増加に伴い減少する傾向が見られた。Fig. 
22 より，熟成時間 6 時間でファイバーの引張り強度が最大となり熟成時間 12 時間以降で減
少した。ChG01_18h は最大引張り強度と歪み率が他のファイバーよりも劣るため，これ以
降の実験では P4 を除外した。Fig. 23 の引張り強度－歪み曲線より，全てのファイバーで曲
線の傾きがほぼ同じであることが分かった。ファイバーの最大歪み率は熟成時間 3 時間以
降で減少し（Fig. 24），最大引張り強度は熟成時間 6 時間のファイバーで最大になった（Fig. 
25）。 
ファイバー上に播種した MG63 の増殖挙動を Fig. 26 に示した。培養 5 日目のみ Ch ファ











サンのアミノ基が GPTMS と化学結合した，もしくは GPTMS と相互作用しキトサンのアミ
ノ基の分子間水素結合が阻害され，キトサンの結晶性を乱すと考えられる。29Si CP-MAS 
NMR の結果から，ChG01 ではケイ酸の重合は認められず，ChG05 では T1 の存在が認めら
れた。Fig. 27，28 に ChG01 と ChG05 の予測される化学構造を示した。ChG05 までの範囲で




れる。ChG01 中の GPTMS はシロキサン結合が形成されていないが，ChG05 中の GPTMS は






えないことが XRD パターンより示唆された。一方で FT-IR スペクトルより，ChG01_6h，
ChG01_12h のスペクトルでは Si-C，Si-O，Si-OH の伸縮振動が確認されたため，ChG01 や




ChG01_6h と ChG01_12h の予想される化学構造を示した。ニンヒドリンテストの結果より，
キトサンのフリーのアミノ基が熟成時間 6 時間以降でほぼ一定の値を示したことから，キ
トサンのアミノ基と GPTMS のエポキシ基の間の反応は熟成時間 6 時間で完了していると
考えられる。一方で 29Si CP-MAS NMR スペクトルより ChG01_6h，ChG01_12h のファイバ




間 6 時間のファイバーで引張り強度が最大となったが熟成時間 12 時間および 18 時間のフ







2. 5 結論 
本章ではキトサンファイバーの高強度化を目的としてシランカップリング剤である







GPTMS 由来のシラノール基の縮重合により熟成時間 6 時間で力学的特性が向上した。熟成





2. 6 図表 
Table 1 GPTMS の添加量（モル比）とファイバーの試料名. 
試料名 Ch ChG01 ChG03 ChG05 
GPTMS/キトサン 0 0.1 0.3 0.5 
 
Table 2 熟成時間とファイバーの試料名. 
試料名 ChG01 ChG01_3h ChG01_6h ChG01_12h ChG01_18h 












Fig. 1 クロスニコルとファイバーの配置. 




















Fig. 4 GPTMS の添加量が異なるファイバーの XRD パターン. 
 
   
















Fig. 7 GPTMS の添加量が異なるファイバーの 29Si CP-MAS NMR スペクトル. 
 
Table 3 29Si CP-MAS NMR スペクトル面積から算出したケイ素の重合状態. 
T unit T0 T1 
Nbo/Si 
Samples σa FWHMb Ic σa FWHMb Ic 
ChG01 - - - - - - - 
ChG05 -39.16 2.26 69 -48.28 1.60 31 0.3 

































Fig. 10  GPTMS の添加量が異なるファイバーの最大歪み率. 
 
 





























Fig. 13  熟成時間が異なる ChG01 ファイバーの FT-IR スペクトル. 
























Fig. 15  熟成時間が異なる ChG01 ファイバーの 29Si CP-MAS NMR スペクトル. 
 
Table 4 29Si CP-MAS NMR スペクトル面積から算出したケイ素の重合状態. 
T unit T0 T1 T2 Nbo/Si 
Sample σa FWHMb Ic σa FWHMb Ic σa FWHMb Ic  
ChG01 - - - - - - - - - - 
ChG01_6h -39.6 5.7 34 -48.3 5.3 44 -57.2 3.3 22 0.9 
ChG01_12h -39.6 5.1 24 -48.6 4.3 45 -57.2 3.1 32 1.1 























Fig. 17  熟成時間が異なる ChG01 ファイバーの SEM 観察画像. 








Fig.18  熟成時間が異なる ChG01 ファイバーのクロスニコル下での観察画像. 
（グレースケール Brightness + 40%） 
(A)ChG01，(B)ChG01_3h，(C)ChG01_6h，(D)ChG01_12h，(E)ChG01_18h 
(a)，(b)偏光板に対してファイバーを 45º に配置 



















































Fig. 21  熟成時間が異なる ChG01 ファイバーの最大歪み率. 
 
  
























Fig. 23  熟成時間が異なる ChG01 ファイバーの 









Fig. 24  熟成時間が異なる ChG01 ファイバーの PBS 浸漬 1 時間後の最大歪み率. 
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第三章 キトサン－HAp 複合ファイバーの機械的特性と SBF 浸漬試験 



















も表面に HAp が被覆したコアシェル構造を持つ。そのため，キトサンと HAp の間に明確な
界面が存在し，せん断応力が集中しやすく亀裂の原因になり得る。また，キトサンは生体内














3. 2 実験 
3. 2. 1 キトサン－HAp 複合ファイバーの作製 
キトサン（中分子量キトサン，脱アセチル化度>75%，分子量 190,000〜310,000，Sigma-
Aldrich®，St. Louis，MO，米国）とリン酸二水素ナトリウム（ナカライテスク，京都，日本）
をキトサン濃度が 3.5 wt%，リン酸二水素ナトリウム濃度がそれぞれ 0，0.01，0.02，0.03，
0.04 M（以下 P0，P1，P2，P3，P4 と称す）となる様に 30 mL，0.2 M 酢酸水溶液に加えた。
溶液の混合には自転・公転ミキサー（ARE-310，THINKY，東京，日本）を用いて 2000 rpm
で混合 5 分間，2000 rpm で脱泡 3 分間を 3 セット行った後 2000 rpm で混合 5 分間を行っ
た。得られたキトサン溶液を先端内径 0.5 mm のシリンジから凝固液中（飽和塩化カルシウ
ム水溶液/エタノール＝1/1（vol））に押し出しファイバー状に凝固させた。その後，エタノ
ール（和光純薬工業，大阪，日本），0.2 M 水酸化ナトリウム（ナカライテスク，京都，日本）
水溶液に 5，30 分間浸漬した。得られたファイバーを純水で洗浄し 15 分間純水中に浸漬し
た。この操作を 4 回繰り返した。洗浄後のファイバーをエタノールに 30 秒間浸漬し，回転
速度 30 rpm のローラーから 45 rpm のローラーで巻き取り延伸した。これをデシケータ内で
室温にて乾燥させた。 
 
3. 2. 2 キトサン－HAp 複合ファイバーの構造評価 
薄膜 X 線回折装置（MXP3V，Mac Science，Co.，横浜，日本）を用いてファイバーの結晶
相の同定を行った（CuKα，40 kV，30 mA，スキャン速度 0.01º/sec）。熱分析（TG-DTA，
TGDTA2000S，応研商事，東京，日本）測定を行った。2 mm 程度に切断したファイバーは
昇温速度 10ºC/min で 900ºC まで昇温し，室温まで炉令した。ファイバーに含まれる無機成











ファイバー表面に厚さ約 20 nm の Pt/Pd コーティング（MSP-1S Magnetron 101 Sputter，真
空デバイス，水戸，日本）を施した。ファイバーの表面形態を走査電子顕微鏡（SEM，JSM-
6010 PLUS/LA，日本電子，東京，日本）を用いて加速電圧 10 kV で観察した。また，エネ
ルギー分散型 X 線分析（EDX）を用いて加速電圧 20 kV にてファイバー表面および断面の
カルシウムとリンの分布状態を評価した。断面の観察は，1 mm 程度に切ったファイバーを
ステージに垂直に設置して同様に観察と分析を行った。 
2 mm 程度に切ったファイバー（P2）をエタノールに浸漬させ，振とうした。15 分後にエ
タノールを交換し，さらに 15 分振とうした。100％エタノール：n－ブチルグリシジルエー
テル（QY-1）＝1：1（体積比）の比率の液に試料を浸漬させ，15 分間，2 回振とうした。n







を用いて 0.4-0.8 mm/s で切断して厚さ 60-70 nm の超薄切片を作製し，支持膜付グリッドに
貼付した。作製後の試料を透過電子顕微鏡（TEM，JEM-2100，JEOL，東京，日本）を用い
て加速電圧 200 kV で観察した。 
 
3. 2. 3 膨潤挙動および乾燥，膨潤ファイバーの機械的特性評価 






京，日本）を用いて引張り速度 0.5 mm/sec で測定した（n＝3）。 
ファイバーを 10 cm に切断した。37ºC に加温した pH 7.4 リン酸緩衝液 PBS（Gibco，
Waltham，MA，米国）に浸漬し，10 分毎にファイバーを取り出し表面の液を軽くふき取っ
たのち質量を測定した。質量の測定値から以下の式(6)を用いて膨潤度を算出した。ただし













（ナカライテスク，京都，日本）をそれぞれ完全に溶解させた後，1 M の塩酸を滴下し pH
を 7.40 に調節した。これを体積 1000 mL まで希釈し SBF を得た[10]。10 cm に切断したフ
ァイバー（P0，P2）を SBF 10 mL に一本ずつ浸漬し，37ºC に保った恒温槽中で 8 日間静置
した。得られた試料について，XRD および SEM（3. 2. 2 と同条件）を用いてファイバーの
結晶構造を調べ，表面形態を観察した。 
 





2.5 μg/ml [11]となるように PBS 溶液にリゾチームを溶解した。10 cm に切断したファイバー












3. 3 結果 
Fig. 1 に各操作後の P2 の XRD パターンを示した。キトサン溶液を乾燥させた薄膜の回折
パターンでは 2θ＝10，20º 付近にキチンとキトサンに帰属されるブロードなピークが検出さ
れた。塩化カルシウム/エタノール凝固液で処理した後のファイバーではいずれのピークも







が大きくなった。ファイバーの TG-DTA の測定結果を Fig.3，4 に示した。全てのファイバ
ーにおいて 200ºC 付近までの重量減少と 300ºC 付近の重量減少と 450ºC 付近から 600ºC 付
近までに重量減少が確認され，300ºC 付近の重量減少と 450ºC 付近から 750ºC 付近までの重
量減少については対応する温度で DTA の発熱のピークが確認された。また，Table 1 に，リ
ン酸二水素ナトリウム濃度が異なるファイバーにおける 450ºC 付近から 600ºC 付近までの
TG より求めた重量減少の変化温度と DTA より求めた発熱の開始温度を示した。リン酸二
水素ナトリウムの濃度の増加に伴い，P0 から P3 の重量減少の変化温度と発熱の開始温度は
ともに低温側へシフトし，P3 と P4 はほぼ同じ値になった。さらに，TG-DTA の結果から算
出した無機成分の重量比を Fig. 5 に示した。リン酸二水素ナトリウム濃度の増加にほぼ比例
してファイバー中の無機成分が増加した。 
P2 の表面および断面の SEM 像，EDS 分析結果を Fig. 6 に示した。ファイバー表面及び断





ファイバーの中まで分布していることが分かった。Fig. 7 に P2 の縦断面と横断面の TEM 画
像と粒子の拡大画像をを示した。横断面，縦断面の画像より，ファイバー全体に粒子が分布
していることが確認された。また，横断面と縦断面について粒子の長軸方向の長さを測定し
た結果, それぞれ 20.5±6.1 と 50.7±9.7 nm であった。 
リン酸二水素ナトリウム濃度が異なるキトサン溶液から作製したファイバーについて引
張り試験を行った結果を Fig. 8〜10 に示した。Fig. 8 より，P2 と P0 において弾性領域と塑
性領域が確認されたが，P1，P3，P4 においては塑性領域は確認されなかった。Fig. 9 より，
歪み率は P0，P1，P2，P3 の最大伸び率はそれぞれ 8.81±1.56，2.82±0.28，8.54±2.70，2.23±0.52，
3.43±0.07%であり，P0 と比べ，P1，P2，P3，P4 は小さい値を示した。Fig. 10 より，P0，P1，
P2，P3 の最大引張り強度はそれぞれ 1.34±0.36，1.38±0.20，1.24±0.07，2.02±0.28，1.07±0.02 
cN/dTex であり，最大引張り強度はリン酸二水素ナトリウム P3 のファイバーで最大となっ
た。P4 は最大引張り強度と歪み率が他のファイバーよりも劣るため，これ以降の実験では
P4 を除外した。PBS に 1 時間浸漬させたファイバーの膨潤度を Fig. 11 に示した。全ての試
料の膨潤度は PBS 浸漬 30 分以降でほぼ一定になり，浸漬 60 分後では P0，P1，P2，P3 の膨
潤率はそれぞれ，3.0±0.2，2.1±0.1，1.8±0.4，1.9±0.1 であった。Fig. 12〜14 に PBS 浸漬 1 時
間後のファイバーの引張り試験の結果を示した。Fig. 12 より，P2－P3＞P1＞P0 の順に曲線
の傾きが小さいことが分かった。Fig. 13 より，P0，P1，P2，P3 の最大伸び率はそれぞれ
111.5±11.0，58.1±8.7，41.2±5.1，47.5±9.2%であり，HAp を含むファイバーで最大伸び率が減
少した。Fig. 14 より，P0，P1，P2，P3 の最大引張り強度はそれぞれ 0.23±0.02，0.22±0.02，
0.34±0.06，0.35±0.07 cN/dTex であり，P1，P2，P3 はいずれも P0 よりも高い最大引張り強度
を示した。 
SBF 浸漬前および浸漬 8 日後の P0 と P2 の XRD パターンと P2 の SEM 画像を Fig. 15 に
示した。P0 は浸漬前後で XRD パターンは変化しなかった。一方で，P2 では浸漬後に HAp




の P2 のファイバー表面には析出物が観察された。 
Fig. 16 にリゾチーム溶液浸漬 3，6，9 週間後のファイバーの重量減少率を示した。9 週間
後の P0，P1，P2，P3 の減少率はそれぞれ，15.8±0.4，10.8±2.2，10.4±0.2，11.3±0.9%となっ




















面と縦断面の長軸方向の長さがそれぞれ 20.5±6.1 と 50.7±9.7 nm であった。これは，天然骨
のアパタイトの粒径（短径 20 nm，長径 50 nm [1]）に近いことが分かった。ファイバーの




450～600ºC 付近の重量減少は残ったキトサンの燃焼であると考えらえる[13]。P0 から P3 ま
で重量減少の変化温度が低温側へシフトしたが，これはキトサン分子間の水素結合を HAp
が阻害しているためであると考えられる。P4 は HAp の形成量は増加したが重量減少の変化





最大応力は P3 が最も高い値を示した。HAp 表面のヒドロキシ基はキトサンのアミノ基ま
たはアミド基と相互作用する[14]。そのため HAp の生成量が増加すると，ファイバー間の
結合が強化される。一方，P4 では最大応力は著しく低下した。これはファイバー中の HAp
含有量の増加によって，HAp が持つ脆性が増すことによると考えられる。さらに HAp が形


















ーよりも高いことが分かった。また，ファイバー内に複合化された HAp 粒子は SBF 中で成
長した。HAp はファイバーの表面だけでなく内部にも分布し，キトサンの分解が進んでも





















































Fig. 3 リン酸二水素ナトリウム濃度が異なる溶液から作製したファイバーの TG 曲線. 
 
 





Table 1 リン酸二水素ナトリウム濃度が異なるファイバーにおける 450ºC 付近から 600ºC
付近までの TG より求めた重量減少の変化温度と DTA より求めた発熱の開始温度. 
 P0 P1 P2 P3 P4 
変化温度（°C） 590 506 480 463 465 
















Fig. 6 P2 の表面及び断面の SEM 像および元素マッピング. 
(a) 表面の SEM 像，(b) 断面の SEM 像，(c)表面の Ca 元素マッピング 
(d) 断面の Ca 元素マッピング，(e) 表面の P 元素マッピング 












Fig. 7 P2 の横断面及び縦断面の TEM 像. (a)，(c) 横断面，(c)，(d) 縦断面. 

























Fig. 9 リン酸二水素ナトリウム濃度の異なる溶液から作製したファイバーの最大歪み率. 
 
 







































Fig. 12  リン酸二水素ナトリウム濃度が異なる溶液から作製したファイバーの 










Fig. 13  リン酸二水素ナトリウム濃度の異なる溶液から作製したファイバーの 
PBS 浸漬 1 時間後の最大歪み率. 
 
 
Fig. 14  リン酸二水素ナトリウム濃度が異なる溶液から作製したファイバーの 






















Fig. 15  SBF 浸漬前および浸漬 8 日後のファイバーの(a) XRD パターン. 
(b) 図(a)の枠内拡大，(c) SBF 浸漬 8 日後の SEM 画像 (P2) 
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第四章 キトサン－HAp 複合繊維束の作製と機械的特性の評価 
4. 1 緒言 
第三章で，キトサン－HAp 複合ファイバーは擬似体液（SBF）中でアパタイトの成長が見
られた。本章では，擬似体液中でアパタイトの成長が見られ，膨潤状態で P0 と比較して最













に起因した挙動である。つまり，この様な 1/1 繊維束を応用したキトサン－HAp ファイバー
繊維束を作製すれば爪先域の出現が期待できる。また，単繊維の編み込み角度と負荷の関係
は以下の示力図（Fig. 3）を用いて，式(8)，(9)によって表される[1]。 


















4. 2 実験 
4. 2. 1 キトサン－HAp 複合ファイバー（P2）の作製 
キトサン（高分子量キトサン，脱アセチル化度>75%，分子量>310,000，Sigma-Aldrich®，St. 
Louis，MO，米国）とリン酸二水素ナトリウム（ナカライテスク，京都，日本）をキトサン濃
度が 3.5 wt%，リン酸二水素ナトリウム濃度が 0.02 M となる様に 30 mL，0.2 M 酢酸水溶液に
加えた。溶液の混合には自転・公転ミキサー（ARE-310，THINKY，東京，日本）を用いて 2000 
rpm で混合 5 分間，2000 rpm で脱泡 3 分間を 3 セット行った後 2000 rpm で混合 5 分間を行っ
た。得られたキトサン溶液を先端内径 0.5 mm のシリンジから凝固液中（飽和塩化カルシウム
水溶液/エタノール＝1/1（vol））に押し出しファイバー状に凝固させた。その後，エタノール
（和光純薬工業，大阪，日本），0.2 M 水酸化ナトリウム（ナカライテスク，京都，日本）水
溶液に 5，30 分間浸漬した。得られたファイバーを純水で洗浄し 15 分間純水中に浸漬した。
この操作を 4 回繰り返した。洗浄後のファイバーをエタノールに 30 秒間浸漬し，回転速度 30 
rpm のローラーから 45 rpm のローラーで巻き取り延伸した。これをデシケータ内で室温にて
乾燥させた。 
 
4. 2. 2 1/1 繊維束の作製 
繊維束の作製の様子を Fig. 4，5 に示した。直径 13 cm のプラスチック板の中心に直径 1 
cm の穴をあけ，プラスチック板の円周上に 11.25º 間隔で切込みを作製した。単繊維（P2）
8，12，16 本をそれぞれ 1 本の繊維の束にまとめ，片側の先端をセロハンテープで固定した。
プラスチック板の中心の直径 1 cm の穴に繊維の束を通した。先端を固定していない側の繊
維の束から繊維を 2 本で 1 セットとし，等間隔で Fig. 6 の様に配置した。固定した側の繊維
の束の先端に重り(8 本：100 g，12 本：150 g，16 本：200 g)を設置し，単繊維一本当たり 12.5 
g の重さが掛かる様にした。固定していない側の単繊維の端にも重さ 15 g の重りを設置し









りの重さを 300，200，100 g に変化させた繊維束も作製した。 
 
4. 2. 3 繊維束の機械的特性の評価 
得られた繊維束の両端をアロンアルファでポストイットに固定し試験片とした（Fig. 8）。
試験片１つに対して 37ºC に加温した 30 mL のリン酸緩衝液（PBS）に 1 時間浸漬した。浸
漬後の繊維束外観を携帯式デジタル顕微鏡（3R-VIEWTER-500IR，スリーアールソリューシ
ョン，福岡）で撮影し，編み込み角度（各試料画像数（n＝3），一画像につき 5 箇所）を Image 
J（National Institute of Health，Bethesda，MD，米国）を用いて測定した（各試料画像数（n＝
3），一画像当たり 2 箇所）。PBS から取り出した試験片をクリープメータ（RE2-3305C，山







4. 3 結果 




Fig. 11 に Fig. 9，10 の繊維束の形態観察画像より測定した編み込み角度（Braiding angle）
を示した。Fig. 11-A より，単繊維の数を 8，12，16 本に変化させた繊維束の編み込み角度は
それぞれ 36.1±2.9，37.1±2.0，38.1±2.2º であった。一方で Fig. 11-B より，単繊維を 16 本に
固定し重りの重さを300，200，100 gに変化させた繊維束の編み込み角度はそれぞれ，2.67±5.5，
36.6±4.0，36.1±2.9º であった。重りを 100 g，200 g にして作製した場合の繊維束の編み込み
角度はほぼ変化がないことが分かった。しかし，重りを 300 g にして作製した場合の繊維束
の編み込み角度は重りが 100 g，200 g の場合の繊維束に比べて減少した。 




Fig. 14 に各繊維束の編み込み角度と歪み率を示した。Fig. 14 より，繊維束の歪み率は編
み込み角度が小さい領域で減少する傾向が見られた。 
Fig. 15 に各繊維束の編み込み角度と最大応力を示した。Fig. 15 より，編み込み角度が小
さい繊維束で最も低い最大応力を示した。また，全ての繊維束で最大応力は 4〜6 MPa の


















Noyes らは実際の ACL の力学的特性についての力学的特性を報告しており，最大応力
37.8±9.3（16~26 歳），13.3±5.0（48~86 歳）MPa，歪み率 44.3±8.5（16~26 歳），30±10.0%で
あった[3]。今回作製した全ての繊維束の最大応力が実際のACLの半分程度であった。また，
Bigliani らは肩の関節包複合体（上・中・下関節上腕靱帯）についての力学的特性を報告し
















4. 6 図表 
 
Fig. 1 靱帯の応力歪み曲線のモデル[1]. 
 
 
















Fig. 4 1/1 繊維束の作製の様子(上). 
 
 












































Fig. 9 単繊維の数が異なる繊維束の外観写真. 








Fig. 10 単繊維を 16 本に固定し，重りの重さを変化させた繊維束の外観写真. 






Fig. 11 繊維束の形態観察より測定した編み込み角度. 
(A) 単繊維の数が 8（100g），12（150g），16（200g）本 






















































Fig. 12 単繊維の数が異なるの繊維束の応力―歪み曲線. 
単繊維の数が (a) 8（100g），(b) 12（150g），(c) 16（200g）本 


































Fig. 13 重りの重さが異なる繊維束（単繊維 16 本）の応力―歪み曲線. 


























Fig. 14 編み込み角度に対する各繊維束の歪み率. 
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液を 60ºC，6 時間熟成すると，ファイバーの最大引張り強度は向上したが，熟成時間 12 時
間以降では低下した。29Si CP-MAS NMR の結果より，熟成時間を増加させるとシラノール
基の重合度が上昇し，GPTMS を介したキトサン分子間の架橋構造が形成された。しかし，
熟成時間 12 時間以上のファイバーはキトサンの配向性が乱れていることが分かった。また，








より PBS 中での膨潤が抑制され，湿潤状態での引張り強度も向上した。SBF 中では複合体
中に分散した HAp の成長が見られた。 
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